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JI sl/en 
AI V poskusu smo raziskovali fenolne snovi v alkoholnih ekstraktih, eteričnem olju in 
hidrolatru iz olupka mandarine. Mandarine so bile obrane v drugem tednu oktobra 
leta 2015 na območju Hrvaške, v mestu Opuzen. Iz olupka plodov mandarine smo 
naredili vodno parno destilacijo, kjer smo pridobili eterično olje in hidrolat. 
Naredili smo tudi ekstrakcije s pomočjo maceracije s 20 %, 40 %, 70 %, 90 %, 96 
% etanolom in s 100 % metanolom. S pomočjo HPLC analize (tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti) smo določili fenolne snovi iz olupka mandarine. 
Analizirali smo derivate fenolnih kislin (kavne, ferulne in p-kumarne) in 3 skupine 
flavonoidov: flavone (derivate luteina, apigenina, krizoeriola in diosmina), 
flavonole (derivate kvercetina in izoramnetina) in flavanone (derivate naringenina, 
hespiridina, izosakuratina, neohespenidina in derivat naringenina). Med vsemi 
analiziranimi fenolnimi skupinami smo izmerili največ flavanonov pri ekstrakciji s 
90 % etanolom, najmanjša je bila vsebnost fenolnih kislin pri 40 % etanolu. Flavoni 
in flavonoli so bili prisotni v podobnih koncentracijah. Vpliv različne koncentracije 
etanola in metanola na ekstrakcijo fenolnih snovi v ekstraktih olupka mandarine je 
bil statistično značilen. Najboljša ekstrakcija fenolnih kislin, flavonov in flavonolov 
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AB The experiment examined the phenol substances in alcoholic extracts, etheric oil 
and hydrolate from tangerine peel. Mandarins were harvested in the second week of 
October 2015 in the territory of Croatia in Opuzen. Aqueous vapor distillation was 
made from the mandarin peel, where essential oil and hydrolyte were obtained. We 
also made extractions using maceration with 20 %, 40 %, 70 %, 90 %, 96 % 
ethanol and 100 % methanol. Using HPLC analysis (high-performance liquid 
chromatography) we identified phenolic substances from the mandarin peel. We 
analyzed derivatives of phenolic acids (coffeic, ferulic and p-coumaric) and 3 
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1 UVOD 
1.1 VZROK ZA RAZISKAVO 
Na območju republike Hrvaške mandarina najbolje uspeva v dolini Neretve. Tam so 
odlične razmere za plantažno gojenje zelo kakovostnih sort iz skupine »Unsihu«, ki jih 
gojijo od leta 1993. Opaziti je, da je mandarina v zadnjih letih vse bolj zanimiva s strani 
pridelovalcev, saj se njena pridelava širi. V tržne namene se uporabljajo predvsem plodovi, 
ki se jih uživa olupljene. 
 
Veliko povpraševanje je po plodovih mandarin iz ekološke pridelave, saj se v takih 
primerih uporablja cel neolupljen plod. Olupka mandarine ne zavržemo, ampak jo 
uporabimo v različne namene. Cel plod ekološko pridelanih mandarin se lahko predela v 
visoko kakovostna živila, poleg tega pa olupek lahko služi kot surovina v farmacevtske in 
kozmetične namene (Ferenčić in sod., 2016c). 
 
Številne raziskave so v zadnjih letih pokazale veliko vsebnost fenolnih snovi v olupku 
mandarine. Večina flavonolov se nahaja v belem delu olupka (albedo). Mandarina vsebuje 
flavonoide iz skupine flavonov (polimetaksiflavone), ter iz skupine flavanonov. Fenolne 
snovi so pomembne za človekovo zdravje. Kot naravni antioksidanti imajo več potencialov 
v medicini. Epidemiološke študije so pokazale, da uživanje sadja bogatega z antioksidanti, 
zmanjšuje pojav raka, staranja, vnetja in kardiovaskularnih motenj. 
 
Ekstrakcija je ena izmed najstarejših tradicionalnih kemijskih postopkov, ki se 
najpogosteje uporablja za določitev posamezne kemične sestave. V kemijskem smislu, 
ekstrakcija pomeni prenos molekul snovi, ki jo želimo ekstrahirati iz tekoče ali trdne faze v 
drugo tekočo fazo. V tej metodi je izplen ekstrakcije fenolnih snovi odvisen od razmer 
ekstrakcije in polarnosti topila. 
1.2 NAMEN RAZISKAVE 
Namen raziskave je z zastavljenim poskusom ugotoviti, ali koncentracija alkohola 
uporabljenega za ekstrakcijo olupka mandarine, vpliva na sestavo in količino ekstrahiranih 
fenolnih snovi. S pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) smo želeli 
določiti fenolne snovi iz mandarininega olpka, ki smo ga ekstrahirali s različnimi 
koncentracijami etanola (20 %, 40 %, 70 %, 90 %, 96 %) in s 100 % metanolom. 
1.3 DELOVNA HIPOTEZA 
Delovna hipoteza temelji na predpostavki, da bodo različne koncentracije etanola, ki bodo 
uporabljene za ekstrakcijo fenolnih snovi, vplive na različno fenolno sestavo, ter na razlike 
v količini ekstrahiranih fenolnih snovi. Poleg tega hipoteza temelji tudi na tem, da bo 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MANDARINA (Citrus reticulata Blanco) 
Mandarina ali mandarinka je vednozelena rastlina, ki zraste do višine 2–3 m. Botanično 
pripada družini Rutaceae, rodu Citrus. K nam je prišla s Kitajske. V Sredozemlju so jo 
začeli gojiti v 19. st., na območju Hrvaške pa v začetku 20. st. (Tabian, 1975). Na 
Hrvaškem mandarina najbolje uspeva na območju ob reki Neretvi, kjer so odlične razmere 
za plantažno gojenje zelo kakovostnih sort iz skupine »Unshiu« mandarin, ki se gojijo od 
leta 1933 (Ferenčić in sod., 2016b). Poudariti moramo, da je taksonomska delitev mandarin 
nedorečena. Tako nekateri navajajo omenjeno skupino mandarin kot samostojno vrsto 
Citrus unshiu, spet drugi pa kot podvrsto omenjene Citrus reticulata, kakor navajamo v 
nalogi. 
 
V primerjavi z drugimi vrstami agrumov ima mandarina ožje in daljše liste, zelo prijetnega 
vonja. List mandarine je temno zelene barve s tankim pecljem. Cvetovi so majhni, beli in 
močnega vonja, dvospolni ter rastejo, bodisi posamezno, bodisi v grozdih. Mandarina cveti 
zgodaj spomladi, njeni plodovi pa dozorijo jeseni (Dubravec K. in Dubravec I., 1998; 
Ferenčić in sod., 2016b). 
 
Značilen vonj mandarinam daje eterično olje, ki se nahaja v oljnih žlezah v zunanjem delu 
olupka. Vonj zaznamo šele ob mehanski poškodbi olupka, kot je lupljenje ali stiskanje 
ploda (Ferenčić in sod., 2016a). Mandarina dozoreva bolj zgodaj kot ostale vrste agrumov. 
Obiranje nekaterih sort se začne že oktobra, kar ima velik pomen na tržišču, ko je le-to še 
nezapolnjeno z omenjenim produktom. 
 
V bolj hladnih območjih se od vseh agrumonv najpogosteje pridelujejo mandarine iz 
skupine »Unshiu«. »Unshiu« je ena izmed skupin japonskih mandarin, ki skupaj šteje več 
kot 200 sort, ki se zaradi odpornosti na mraz (do -10°C) zelo uspešno goji na območju 
Hrvaške. Plodovi mandarine imajo manjšo sposobnost skladiščenja v primerjavi z drugimi 
vrstami agrumov. Prav zaradi omenjenega razloga mandarino na tržišču lahko dobimo v 
ožjem časovnem oknu. Na tržišču pa zaradi zgodnjega dozorevanja dosegajo višjo ceno od 
ostalih vrst agrumov. Prav zaradi dobre cene na tržišču ima pridelava mandarine v dolini 
Neretve na Hrvaškem velik pomen (Tabian, 1975). 
2.2 PLOD MANDARINE 
Plod je predalasta jagoda nastala iz večpredalaste plodnice cenokarpnega gineceja, ki ima 
žlezasti eksokarp, gobasti mezokarp in endokar s sočnimi emergencami. Barva ploda je 
oranžna ali rdeča, odvisno od sorte. Plod je prijetnega vonja in tehta med 40 in 100 g. 
Olupek sestavljata dva različno obarvana dela, epikarp (flavedo) in mezokarp (albedo). V 
flavedu se nahajajo oljne žleze s eteričnim oljem. Naloga flaveda je, da ščiti plod pred 
sončnimi poškodbami. Obarvanost skorje se spreminja, odvisno od dozorelosti ploda 
(Crnomarković in Kiridžija, 2014; Ferenčić in sod., 2016c). Mesnati del ima 9–14 rezin, ki 
vsebujejo sok sladko-kislega okusa in vonja. Semena so majhna, kljunasta, njihova 
prisotnost je odvisna od sorte. Plod je lahko popolnoma brez semen, lahko pa ima do 27 
semen (Tabian, 1975) (slika 1). 
3 
Jop N. Fenolne snovi v alkoholnih ekstraktih … olupka mandarine (Citrus reticulata Blanco). 




Slika 1. Zgradba ploda agruma (Ladaniya, 2008). 
2.3 KEMIČNA SESTAVA PLODA MANDARINE 
Agrumi so pomemben vir hranljivih snovi in snovi, ki jim pripisujejo pozitiven vpliv na 
zdravje ljudi. Od pomembnih snovi vsebujejo vitamine, prehranske vlaknine, karotenoide 
in fenolne spojine. Mandarine so znane kot sadje s malo kalorijami ter veliko količino 
vitaminov. Izbrane vrednosti za 100 g ploda mandarine so: energijska vrednost 53 kcal, 
beljakovin 0,81 g, maščob 0,31 g, ogljikovi hidrati 13,34 g, vlaknine 1,8 g, fosfor 20 mg in 
magnezij12 mg. Mandarina vsebuje tudi večje količine vitamina C, 26,7 mg na 100 g ploda 
(USDA, 2015). 
2.4 UPORABA MANDARINE 
Uporaba mandarine je raznolika in razširjena. Iz plodov se lahko pridobi serija 
polizdelkov, npr. zamrznjene in pasterizirane kaše, koncentrirani sok in sadni sok v prahu, 
ali kot končnih izdelkov, npr. sadni sok, sadni sirup, marmelada, žele, kandirane olupke, 
kandirane plodove, likerje in žganje (Ferenčić in sod, 2016c). Iz olupka se pridobiva 
eterično olje, ki je prijetnega vonja, živo rumene barve. Uporablja se predvsem v 
kozmetične namene. Eterično olje mandarine deluje simpatikolitično, pomirja, deluje pa 
tudi nekoliko hipnotično. Olje mandarine je blagi spazmolitik in tonik za prebavo 
(Marković, 2005). S pomočjo parne destilacije rastlinskega materiala ob pridobivanju 
eteričnih olj nastaja tudi stranski produkt – hidrolat. Uporablja se v kozmetičnih pripravkih 
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2.5 FENOLNE SPOJINE 
Fenolne spojine (imenujemo jih tudi fenolne snovi, rastlinski fenoli, polifenoli ali 
polifenolne spojine) so sekundarni metaboliti, ki so široko razširjeni v rastlinskem svetu. 
Trenutno je znanih več kot 8000 fenolnih spojin, med katerimi je identificirano več kot 
4000 flavonoidov (Tsao, 2010). V rastlinah so večinoma vezani s sladkorji, lipidi, amino 
skupinami in terpenoidi. Kot samo ime pove, vsebujejo več hidroksilnih skupin –OH 
direktno vezanih na aromatski obroč. Fenolne spojine v rastlinah nastajajo po dveh glavnih 
sinteznih poteh. Bolj enostavne fenole dobimo po poti šikiminske kisline iz fenilalanina. 
Flavonoidi (C6C3C6) pa nastanejo kot produkt iz poti šikiminske kisline ter preko malonske 
kisline iz acetil CoA (Abram in Simčič, 1997). V skupino spojin, za katere se ocenjuje, da 
se v naravi nahajajo v zelo velikih količinah, ker se nasplošno pojavljajo kot glikozidi, 
spadajo fenoli, fenolne kisline, flavonoidi, tanini in lignini (preglednica 1) (Amić, 2008). 
Preglednica 1. Razvrstitev fenolnih spojin (Abram in Simčič, 1997). 
Št. C-atomov Osnovni skelet Skupina  
6 C6 Fenoli 
7 C6C1 Fenolne kisline 
8 C6C2 Fenilocetne kisline 





10 C6C4 Naftokinoni 
13 C6C1C6 Ksantoni  
14 C6C2C6 Stilbeni 
Antrakinoni  
15 C6C3C6 Flavonoidi  
18 (C6C3)2 Lignani 
Neolignani  
30 (C6C3C6)2 Biflavonoidi  
N (C6C3)n Lignini  
 (C6)n Melanini  
 (C6C3C6)n Kondenzirani tanini 
 
2.5.1 Fenolne kisline 
Fenolne kisline so fenolne spojine, ki niso flavonoidi ter se lahko naprej razdelijo v tri 
glavne skupine: hidroksibenzojske kisline (C1-C6), cimetne kisline (C3-C6) in kumarine 
(Tsao, 2010). Za hidroksibenzojske kisline je značilna prisotnost karboksilnih skupin 
vezanih na fenolni obroč. Primeri vključujejo galno kislino, protokatehulno kislino, 
salicilno kislino in vanilinsko kislino. Cimetne kisline imajo C6-C3 skelet. Pogosto so 
prisotne v rastlinah. Najpogostejše so: cimetna kislina, p-kumarna kislina, kavna kislina, 
ferulna kislina in sinapinska kislina. Samo majhen del fenolnih kislin obstaja v prosti 
5 
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obliki. Namesto tega, se večinoma prek esterske, eterske ali acetalne vezi vežejo na 
strukturne komponente rastline, na večje polifenole ali manjše organske molekule (npr. 




Flavonoidi so skupina polifenolnih spojin, ki se nahajajo v mnogih rastlinah, koncentrirani 
so v semenih, zgornjih plasteh plodov sadja, skorji dreves, listih ali cvetovih (Kazazić, 
2004). Flavonoidi so O- in C-glikozidi, ki se običajno nahajajo v celičnih vakuolah, včasih 
pa tudi v kromoplastih in kloroplastih. V živih tkivih rastlin se najpogosteje pojavljajo kot 
glikozidi, z glukozo, galaktozo, arabinozo, ramnozo in kompleksnejšimi oligosaharidi ali 
pa so vezani na amino skupine, lipide in terpenoide (Fengel in Wegener, 1984; Kure, 2006; 
Vermerris in Nicholson, 2006; Oven in sod., 2011). Glikozilacija pri flavonoidih poteče na 
poziciji 3-, redkeje pa na poziciji 7-. 
 
Osnovna kemijska struktura flavonoida je skelet petnajstih ogljikovih atomov razporejenih 
v dva aromatska obroča (A in B obroč), ki sta povezana z heterocikličnim C obročem 
(Kazazić, 2004). A-obroč nastane s kondenzacijo treh malonil-CoA, B-obroč nastane iz p-
kumaril-CoA (Veberič, 2010). Osnovno spojino flavonoida sestavljajo strukture, ki se 
označijo s C6-C3-C6. 
 
Strukturna raznolikost flavonoidov je rezultat številnih modifikacij osnovne skeletne 
strukture, ki pogojuje reakcije hidrogenacije, hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih 
skupin, dimerizacije, povezovanja neorganskega sulfata in glikolizacije hidroksilnih skupin 
(O-glikozidi) ali flavonoidnega jedra (C-glikozidi) (Kazazić, 2004). Flavonoide ločimo na 
flavone, flavanole, flavanone, flavonole, antocianidine in izoflavone (Vladimir-Knežević 
in sod., 2012). 
 
Flavonoli so najpogosteje zastopani flavonoidi, nahajajo se v celotnem rastlinskem 
kraljestvu. Glavni predstavniki flavonolov so kempferol, kvercetin, izoramnetin in 
miricetin, v rastlinah pa se najpogosteje nahajajo v obliki glikozidov. Konjugacija 
flavonola se najpogosteje pojavlja na 3-poziciji C-obroča (Veberič, 2010). 
 
Flavoni imajo podobno strukturo kot flavonoli (Veberič, 2010). Flavoni, kot so apigenin in 
luteolin, nimajo kisika v C obroču, ker pri njih namesto oksidacije poteče hidroksilacija, 
metiliranje, O- in C-alkiliranje ali glikozilacija (Crozier in sod., 2009). Večina flavonov 
obstaja, kot 7-O-glikozidov. V primerjavi s flavonoli, flavoni niso široko zastopani med 
sadjem, pri čemur se pojavljajo večinoma v vrstah iz rodu Citrus (npr. nobiletin in 
tangeretin) (Veberič, 2010). 
 
Flavanoni in flavoni se pogosto nahajajo skupaj, npr. v agrumih, vendar so povezani s 
specifičnimi encimi glede na flavone in flavonole, ki se medseboj izključujejo v večini 
rastlin (Kazazić, 2004). Najbolj pogosto prisotna flavanona v agrumih sta naringenin in 
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Slika 2: Osnovna struktura in skupine flavonoidov (Kazazić, 2004). 
2.6 VLOGA FENOLNIH SPOJIN 
Fenoli so sekundarni metaboliti, ki nimajo direktne vloge pri rasti in vzdrževanju celic, jih 
pa rastline proizvajajo zato, da se z njimi ščitijo pred negativnimi vplivi okolja 
(prekomerna svetloba, škodljivi organizmi) (Tsao, 2010). Ekonomsko so rastlinski fenoli 
pomembni zato, ker prispevajo k okusu, vonju in barvi živil ter pijač. V naravi so fenolne 
spojine pomembne pri zaščiti rastlin pred rastlinojedci, delujejo kot kemijske signalne 
spojine pri cvetenju, oplojevanju in rastlinski simbiozi. Za fenolne spojine smatrajo, da 
prispevajo k odpornosti rastlin na mehanski stres, ki je posledica napada insektov ali 
mehanskih poškodb, okužbe z glivami, bakterijami in virusi (Abram in Simčič, 1997). 
Fenolne snovi so tudi nujne za rast in razmnoževanje rastlin. Dokazano je, da imajo 
polifenoli pomembno vlogo pri človeškem zdravju. Velik vnos sadja, zelenjave in 
polnozrnatih žit, ki so bogate s polifenoli je povezan z manjšim tveganjem za razvoj 
številnih kroničnih bolezni, ki vključujejo rakasta obolenja, kardiovaskularne bolezni, 
kronična vnetja in številne degenerativne bolezni. Dokazano je, da so polifenoli močni 
antioksidanti, ki nevtralizirajo proste radikale na ta način,da oddajo elektron ali atom 
vodika (Tsao, 2010). 
 
2.6.1 Fenolne spojine kot antioksidanti 
 
Zaščitna vloga flavonoidov v bioloških sistemih se pripisuje njihovi sposobnosti lovljenja 
prostih radikalov, kelatne vezave iona prehajajočih kovin (Fe2+, Cu2+, Zn2+ in Mg2+), 
aktiviranja antioksidacijskih encimov in inhibiranja oksidaz. Nadaljnja raziskovanja vodijo 
k razvoju prehranskih produktov in polsintetičnih zamenjav, ki imajo pomembno 
antioksidacijsko delovanje in minimalne škodljive učinke. Mehanizem delovanja 
flavonoidov na molekularni ravni v bioloških sistemih ni popolnoma jasen, bodisi zaradi 
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velike razlike v kemičnih lastnostih, bodisi zaradi njihove velike strukturne heterogenosti 
(Kazazić, 2004). 
 
Študije so pokazale, da so številne bolezni povezane z oksidativnim stresom iz reaktivnih 
vrst kisika in dušika (Tsao, 2010). Oksidacijski stres se definira, kot neravnovesje med 
nastajanjem prostih radikalov in reaktivnih metabolitov imenovanih oksidanti ali 
reaktivnih kisikovih vrst (ROS), ter njihovega odpravljanja zaščitnih mehanizmov, ki se 
imenujejo antioksidanti. 
 
To neravnovesje spodbuja poškodovanje pomembnih biomolekul in celic z možnim 
vplivom na cel organizem. Oksidacijski stres lahko poškoduje lipide, proteine, ogljikove 
hidrate in DNK v celicah in tkivih, česar rezultat je poškodba membran, fragmentacije ali 
slučajnega križanja povezovanja molekul DNK, encimov in strukturnih proteinov. Poleg 
tega lahko spodbudijo smrt celic, ki so inducirale fragmentacijo DNK in lipidne 
peroksidacije (Vladimir-Knežević in sod., 2012). 
 
Pomembno je omeniti, da reaktivne dušikove vrste (HOONO, NO, NO3 radikali idr.) tudi 
spodbujajo oksidativni stres. Pomen antioksidantov v prehrani in njihova vrednost v 
zdravljenju (intervenciji) in preprečevanju kardiovaskularnih bolezni, so že nekaj časa 
posebej zanimivi (Kazazić, 2004). 
 
Od polifenolnih spojin lahko učinkujejo kot antioksidanti flavonoidi, derivati cimetne 
kisline in kumarini. Znano je, da ima velik vpliv na antioksidacijsko sposobnost položaj in 
razporeditev -OH skupin (Abram in Simčič, 1997). Znano je tudi, da flavonoidi 
preprečujejo peroksidacijo lipidov. Flavonoidi delujejo kot lovilci radikalov (kvercetin, 
kamferol) in pobirajo lipidne peroksidne radikale (kamferol). 
 
2.6.2 Fenolne spojine v mandarini 
 
Flavonoidi so najštevilčnejše spojine, ki se nahajajo v agrumiih. Flavonoidni glikozidi se 
nahajajo v različnih delih agrumov, največja količina pa se nahaja v olupku: flavedu in 
albedu. Metanolni ekstrakt mandarininega olupka je bogat s flavoni in flavanoni, medtem 
ko so hidrolizirani ekstrakti bogati s flavonoli in fenolnimi kislinami (Bocco in sod., 1998; 
Zhang in sod., 2013). 
 
Vsebnost flavanoidov je v mandarininem olupku večja v primerjavi s sokom. Znano je, da 
se flavonoidi, ki vključujejo flavonoid glikozide in polimetoksi flavonoide (PMF), 
smatrajo kot primarne bioaktivne snovi v vrstah iz rodu Citrus. Razen flavonoidov 
mandarina vsebuje tudi fenolne kisline, med katere štejemo hidroksicimetne kisline (kavna, 
p-kumarna in ferulna kislina) (Zhang in sod., 2013). Flavonoidi, ki so bili najdeni v 
agrumih, se lahko delijo v tri skupine: flavanoni, flavoni in flavonoli (Benavente-García in 
sod., 1997). Glavni predstavniki flavanonov so naringenin, hesperidin in neohespenidin, 
predstavniki flavonovso apigenin, luteolin in diosmin, predstavnika iz skupine flavonolov 
pa sta kvercetinin kamferol. 
 
Zhang in sod. (2013) so v svoji raziskavi analizirali vsebnost fenolnih spojin in 
antioksidativno aktivnost štirinajstih divjih vrst mandarine, gojene na Kitajskem. Rezultate 
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so primerjali s sortami mandarine 'Satsuma' in 'Ponkan'. Ugotovili so, da je divja 
mandarina bogata s flavonoidi. V vzorcih mandarin so uspešno določili osemnajst 
flavonoidov in osem fenolnih kislin. Med analiziranimi spojinami so ugotovili, da so 
glavne fenolne spojine hesperidin, narirutin, eriocitrin, nobiletin in ferulna kislina. 
Navajajo, da so fenolne spojine, ki vključujejo flavonoide in fenolne kisline, odgovorne za 
antioksidativno aktivnost v sadju (mandarini). Tudi sadje, ki vsebuje več fenolov kaže 
močnejši antioksidacijski potencial. 
2.7 TOPNOST FENOLOV 
Ekstrakcija fenolov iz rastlin je prvi korak preden jih lahko analiziramo. Na hitrost in 
kakovost ekstrakcije fenolnih snovi vplivajo kemične lastnosti snovi, metoda ekstrakcije, 
koncentracija topila, velikost delcev vzorca, dolžina in razmere skladiščenja, prisotnost 
motečih snovi (Liyana-Patthirana in Shahidi, 2005; Nobre in sod., 2005; Chew in sod., 
2011). Topnost fenolnih spojin je odvisna od stopnje polimerizacije fenolov, interakcije 
fenolov z ostalimi sestavinami hrane in ustvarjanja netopnih kompleksov (Naczk in 
Shahidi, 2004). 
 
Fenol je brezbarvna kristalna snov. Njegove lastnosti so, da se slabo topi v vodi, bolje pa v 
alkoholu, etru in benzenu (Amić, 2008). Prisotnost različnih antioksidacijskih spojin z 
različnimi kemijskimi značilnostmi in polarnostmi lahko povzroči, da niso topni v 
določenem topilu (Turkmen in sod., 2006; Diem in sod., 2013). Fenoli ekstrahirani iz 
rastlin so vedno mešanica različnih fenolnih razredov, ki so topni v uporabljenih topilih 
(Naczk in Shahidi, 2004). Polarna topila se pogosto uporabljajo za ekstrakcijo polifenolov 
iz rastlinskih celic. Za ekstrakcijo fenolov iz rastlinskih materialov se uporabljajo topila 
kot so metanol, etanol, aceton, etil acetat in njihove kombinacije (Dai in Mumper, 2010). 
 
2.7.1 Izbira topila 
 
Topila se medseboj razlikujejo po svojih fizikalnih in kemičnih značilnostih. Ko je snov, ki 
jo želimo ekstrahirati iz rastline zelo polarna, bomo izbrali topilo, ki je prav tako polarno 
kot je voda ali etanol. Znanje o topnosti aktivnih snovi je izredno pomembno za izbiro 
ustreznega topila (Ekstrakti biljaka, 2017). 
 
Znano je, da se alkohol, metanol in etanol, odlično mešajo z vodo. To so spojine s 
kovalentnimi vezmi. Vzrok njihove dobre topnosti v vodi, je razvoj vodikovih vezi med 
molekulami alkohola in molekulami vode, ker se v njihovih molekulah nahajajo polarne 
hidroksilne skupine preko katerih alkoholi ustvarjajo vodikove vezi z molekulami vode 
(Njari, 2011). Etanol je brezbarvna tekočina, ki ima zelo karakterističen vonj. Molekulska 
formula etanola je C2H5OH. Temperatura vrelišča etanola je 78 °C, je dobro vnetljiv, gori z 
belo modrim plamenom. Dobi se ga s pomočjo fermentacije sladkorja. Znan je kot dobro 
topilo za ekstrakcijo fenolov in je varen za človeško uporabo (Dai in Mumper, 2010). 
 
Metanol je brezbarvna, nevtralna in vnetljiva tekočina, ki ima karakterističen vonj sz 
molekulsko formulo CH3OH. Je strupen, zato se ne uporablja v izdelavi alkoholnih pijač. 
Lahko raztopi mnoge anorganske soli, v manjši meri pa tudi masti in olja. Nasplošno se 
predpostavlja, da je metanol bolj učinkovit pri ekstrakciji fenolov nižjih molekulskih mas, 
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medtem ko je aceton dober za ekstrakcijo flavanolov z večjimi molekulskimi masami (Dai 
in Mumper, 2010). 
2.8 ETERIČNA OLJA IN MACERATI 
Eterična olja so vonjate, tekoče sestavine aromatičnih rastlin. V večji meri so brezbarvne, 
rumenkaste ali temno rjave barve. So produkt sekundarnega metabolizma rastlin, nastajajo 
pa v specializiranih rastlinskih tkivih, ki vsebujejo oljne žleze. Njihova vloga je predvsem 
privabljanje žuželk, ki tako pomagajo pri opraševanju, odvračanju ostalih škodljivih živali 
in zaščiti rastline pred glivičnimi okužbami (Ferenčić in sod., 2016a). 
 
Eterična olja postajajo sestavni del vsakdanjega življenja. Uporabljajo se na veliko 
različnih načinov: kot arome za živila, kot krmni dodatki, kot arome v cigaretni industriji 
in pri mešanju kozmetike in parfumov. Poleg tega se uporabljajo, kot osvežilci zraka in 
deodoranti, kakor tudi v vseh vejah medicine, npr. v lekarni, za masažo in homeopatijo 
(Baser in Buchbauer, 2010). 
 
Eterično olje mandarine se pridobiva iz olupka ploda. Pridobiva se s stiskanjem olupka 
zrelega ploda. Olupek je zelo pogosto temno oranžne barve, ker se tekom procesa lahko 
pojavijo pigmenti iz same skorje. Je najbolj sladko med vsemi olji citrusov, delovalo pa naj 
bi na boljše razpoloženje (Bowles, 2012). 
 
Eterično olje ploda mandarine vsebuje celo preko 90 % monoterpenov, kot je npr. limonen. 
Lahko vsebuje tudi terpinene, sledi aldehida in kumarine, furanokumarine, flavonoide, 
karotenoide in steroide (Marković, 2005). Olje pridobljeno iz mediteranskih mandarin, naj 
bi vsebovalo več metil N-metil-antranilata (0,85 %) in timola (0,08 %). Metil N-metil-
antranilata daje mandarini karakterističen vonj in je sestavina, ki deluje pri izboljšanju 
razpoloženja. Limonen daje olju mandarine citrusen vonj; poleg tega v testih daje upanje 
kot sredstvo za zdravljenje tumorjev, pomaga pa tudi pri zdravljenju žolčnika (Bowles, 
2012). Olje iz olupka »Satsuma« mandarin vsebuje seskviterpene, zlasti β-elemente in β-
seskvifelandrene, ti so acetatni estri geraniola, nerola, citronelola in dajejo značilno aromo 
ploda (Yamanishi in sod., 1968; Kita in sod., 1969; Ladaniya, 2008.). 
 
Študija, ki je bila narejena v Indiji je pokazala, da se eterično olje mandarine (Citrus 
reticulata Blanco) in njegove sestavine lahko uporabijo kot alternativa sintetičnih 
fungicidov ali konzervansov. Preverjena je sestava eteričnega olja, v katerem so glavne 
komponente: limonen (46,7 %), geranial (19,0 %), neral (14,5 %), geranil acetat (3,9 %), 
geraniol (3,5 %), ß-kariofilen (2,6 %) itd. Eterično olje je bilo testirano na pet rastlinskih 
patogenov: Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Curvularia lunata, Fusarium 
oxysporum in Helminthosporium oryzae. Minimalna inhibitorna koncentracija za 
Alternaria alternata, Rhizoctonia solaniin, Curvularia lunataje bila 0,2 ml/100 ml olja, 
medtem ko je bilo več kot 0,2 ml/100 ml olja za Fusarium oxysporum in 
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Macerati nastanejo z namakanjem svežega ali suhega rastlinskega materiala v določeno 
rastlinsko olje ali topilo. Zdravilne snovi iz rastlinskega materiala počasi prehajajo v 
rastlinsko olje, združujoč zdravilnost delovanja rastlinskih olj in rastlin, ki se macerirajo. Z 
uporabo različnih sredstev oz. topil je znano, da se le-ti obnašajo drugače v stiku z rastlino 
(Što su macerati, 2017). S časom so ljudje ugotovili, da je ekstrakcija aktivnih snovi 
odvisno od izbire topil. Macerati imajo dvakrat večjo funkcijo delovanja. Služijo za 
zdravljenje poškodb in bolezni ter za lepši videz kože. 
 
2.8.2 Pridelava eteričnega olja 
 
Eterična olja v rastlinskem tkivu ekstrahiramo na več načinov. Najenostavnejši postopki 
so: vodna destilacija, destilacija s pomočjo vodne pare in stiskanje. 
 
Vodna destilacija je postopek, pri katerem se vodna para ne tvori na novo, temveč se 
generira v kotlu za destilacijo tako, da se rastlinski material kuha oz. greje do vretja v dva 
do šestkrat večji količini vode. Pri tem postopku prihaja do oksidacije rastline in eteričnega 
olja. 
 
Destilacija z vodno paro je postopek pri katerem se skozi rastlinsko maso prepusti vroča 
vodna para. Zahvaljujoč velikem tlaku vodne pare se destilirajo snovi, ki imajo vrelišče 
višje od 100 °C. Ti se skupaj nabirajo v posebno posodo. Glede na to, da eterično olje ni 
topno v vodi, se sloja ločita, eterična olja so lažja od vode in se zbirajo na površini 
(Marković, 2005). Na ta način se zmanjšuje stik vode z rastlinskim materialom in 
oksidacija eteričnega olja. Tako se zagotavlja boljša kakovost in stabilnost olja. Z vodno 
paro se lahko destilira relativno majhno število snovi (slika 3). 
 
 
Slika 3. Postopek destilacije z vodno paro: 1. Ogenj; 2. Voda; 3. Vodna para; 4. Rastlinski material; 5. Para 
zmešana z eteričnem oljem; 6. Mrzla voda; 7. Vroča voda; 8. Voda zmešana z eteričnem oljem; 9. Eterično 
olje; 10. Hidrolat (Ehlimana, 2014) 
 
Stiskanje ali hladno prešanje je proces, ko z mehaničnim stiskanjem pospešimo pokanje in 
izločanje vsebine iz žlez, ki se nahajajo v epikarpu. Material se meša z vodo, olje pa se loči 
od preostale rastlinske mase s pomočjo metod, kot je centrifugiranje. Takšen način se v 
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Slika 4: »Pellatrici« metoda (Baser in Buchbauer, 2010) 
 
Obstaja več različnih postopkov, ki se uporabljajo za izolacijo olja iz agrumov. Trenutno 
obstajajo štirje različni postopki za pridobivanje eteričnega olja. To so »Pellatrice« (slika 
4) in »Sfumatrice«, kise najbolj pogosto uporabljata v Italiji. »Brown Peel Shaver« in 
»FMC-vlažilec«, se uporabljata pretežno v Severni in Južni Ameriki. Vsi ti postopki 
omogočajo pridelavo olj, ki niso povsem hlapljivi, ker lahko vsebujejo kumarine in 
rastlinske pigmente. Kljub temu so olja vseeno priznana kot eterična olja s strani 
Mednarodne organizacije za normizacijo (ISO) in različnih farmakopej (Baser in 
Buchbauer, 2010). 
 
V nasprotju s tem ekstrakti, ki se dobijo z ekstrakcijo z različnimi organskimi topili oz. s 
tekočim ogljikovim dioksidom ali s pomočjo superkritične ekstrakcije (SFE), niso prava 
eterična olja. Kljub temu imajo najbolj pogosto aromatske profile, ki so skorajda identični 
surovini iz katere so pridobljeni. Zato se pogosto uporabljajo v kozmetični industriji, lahko 
tudi v živilski, če so izbrana topila sprejemljiva za užitje in ne spuščajo nobenih škodljivih 
substanc v živilskih izdelkih (Baser in Buchbauer, 2010). 
 
Razlog za ekstrakcijo olja agrumov iz olupka s pomočjo mehanskih postopkov je relativna 
toplotna nestabilnost aldehida, ki se nahajajo znotraj njih. Mastne, alifatske, aldehide, kot 
so heptanal, oktanal, nonanal, dekanal in dodekanal se lahko oksidira s pomočjo 
atmosferskega kisika, kar prinaša formiranje neprijetnih karboksilnih kislin. Ravno tako, 
terpenoidni aldehidi, kot so neral, geranial, citronelal in perila aldehid ter α in ß-sinensali, 
ki so občutljivi na oksidacijo. Hidrodestilacija agrumov prinaša olja slabše kakovosti 
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zaradi kemičnih reakcij, ki se lahko pripišejo toplotni in kislinski iniciaciji degradacije 




Hidrolati, ki so pogosto imenovani tudi cvetne vodice, so stranski produkti destilacije 
rastlinskega materiala pri izdelavi eteričnih olj. Tekočina, ki nastane istočasno z eteričnim 
oljem v procesu destilacije, je hidrolat. Ta v svoji sestavi vsebuje v vodi topne snovi 
destilirane rastline ter drobne ekspandirane kapljice eteričnega olja (Poštić, 2005; Ferenčić 
in sod., 2016a.). V vodni raztopini je največ kislin, alkohola in aldehida, veliko manj pa 
terpenov in seskviterpenov (Marković, 2005). Hidrolati so nasplošno zelo nestabilni, tudi v 
takšni meri, da se jih sploh ne da izdelovati. Kot nestabilnost se ponavadi razume 
mikrobiološka nestabilnost. Stabilni hidrolati se dobivajo s pomočjo sterilne filtracije ter 
sodijo v najbolj kvalitetne hidrolate. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
Rastlinski material, ki smo ga uporabili za analizo fenolnih snovi je bil olupek mandarine 
skupine »Unsihu«. Kmetija gospoda Petra Bijeliša je Fakulteti za kmetijstvo (Veleučilištu 
v Reki) prispevala 250 kg mandarin tretjega kakovostnega razreda. Plodovi so bili obrani v 
drugem tednu oktobra, leta 2015. Pobiranje je bilo opravljeno na območju Hrvaške v mestu 
Opuzen v večletnem nasadu, kjer pridelovalec goji ekološko pridelane mandarine. 
 
3.1.1 Mandarina skupine »Unshiu« 
 
Mandarine »Unshiu« so ena izmed skupin japonskih mandarin, v katero je vključenih več 
kot 200 sort. Zaradi odpornosti na mraz (lahko zdrži krajša hladna obdobja tudi do -10°C) 
je postala glavna skupina, ki se prideluje v tem okolišu (Bakarić, 1983; Popović in Viego, 
2010). 
 
Razvije plod srednje velikosti z gladkio lupino z manj poudarjenimi brazgotinami in 
nepravilnostmi. Olupek je tanek, zaradi česar pri transportu pogosto poči. To je hkrati 
največja pomanjkljivost omenjene skupine. Okus je subjektivno ocenjen kot odličen, 
dokler je meso fine strukture in zelo sočno. Krošnja je kompaktna, okrogla in razvejena, 
počasnejše rasti, pogosto z nižje upognjenimi vejami. Listje je gosto, svetlo zeleno, blede 
barve (Popović in Viego, 2010). 
 
Najpomembnejše značilnosti te skupine so zgodnja zrelost in obilna rodnost. Na Hrvaškem 
dozoreva v prvi polovici oktobra. Polno rodnost daje že v četrtem letu, sodi pa v kategorijo 
zgodnje zrelih manarin. 
 
 
Slika 5: Drevo mandarine skupine »Unshiu« (foto: Ferenčić, 2015) 
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3.2 KLIMATSKE IN TALNE RAZMERE 
Na območju doline Neretve najdemo tla na aluviju in sicer avtomorfna in hidromorfna 
(hipoglej) tla. Ta so antropogenizirana, meliorirana in desalinizirana tla, bogata s hranili. 
 
Leta 2015 je bila povprečna temperatura zraka 17,7 °C. V zgodnje spomladanskih mesecih 
(marec), je bila povprečna mesečna temperatura na območju Opuzena 11 °C in se je višala 
do junija. V mesecih junij, julij in avgust so se povprečne mesečne temperature gibale 
okrog 27 °C. Septembra temperature začno postopno padati, tako da oktobra dosežemo 
povprečno temperaturo 17 °C. Najtoplejši mesec je bil julij z 28,9 °C, najhladnejši pa 
januar s 7,3°C. Za poletno obdobje je značilno pomanjkanje in neenakomerna razporeditev 
padavin. Letna količina padavin je bila 1135,3 mm. Največ padavin je bilo v mesecu 
oktobru z 298 mm medtem, ko v mesecu juliju padavin ni bilo (DHZM, 2015). 
3.3 METODE DELA 
3.3.1 Vzorčenje in priprava vzorcev za kemijske analize 
 
Zreli plodovi so bili obrani v drugem tednu meseca oktobra, leta 2015 na območju Hrvaške 
v mestu Opuzen. Iz nabranih mandarin smo na Veleučilišču v Poreču (Mediteransko 
kmetijstvo, Veleučilišče v Reki) naredili ekstrakte destilatov iz olupka mandarine. 
 
Olupek mandarine smo ločili od mezokaropa in zrezali na trake velikosti 1–2 cm. Olupke 
smo zlagali na rešetke ter jih dali v sušilnico za 24 ur, pri 30 % vlagi in 45 °C. Maceracijo 
suhega mandarininega olupkasmo naredili s petimi različnimi koncentracijami etilnega 
alkohola (20 %, 40 %, 70 %, 90 % in 96 %). Za vsak vzorec posebej smo zatehtali 30 g 
suhega olupka mandraine in prelili z 200 ml etanola, razen maceracije z 90 % etilnim 
alkoholom, kjer smo zatehtali 1,2 kg suhega mandarininega olupkain jo zalili s 6 litri 
vnaprej segretega alkohola. Macerate (suhi olupek in etanol) smo shranili v steklenice in 
jih močno zaprli. Maceracija je trajala 3 dni pri sobni temperaturi 20–23 °C. V času 
maceracije, smo macerat 3- do 5-krat na dan premešali. Tretji dan smo macerat prefiltrirali 
čez gazo in ga shranili nazaj v steklenice. Čeznje smo dali gaze in pustili stati na sobni 
temperaturi (slika 6), da je alkohol delno izhlapel. Ko se je ekstrakt stabiliziral, smo ga 
prefiltrirali skozi filter papir (0,1 mikrona), v primeru da bi nastala kakšna oborina oz. 
beljakovine. Izhlapevanje ekstrakta je trajalo 3 dni pri maceraciji s 20 %, 40 %, 70 % in 96 
% etanolom oziroma 2 meseca pri maceraciji s 90 % etanolom, zaradi velike količine 
ekstrakta. Izmerili smo končni volumen ekstraktov in vzeli vzorce za analize na HPLC. 
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Slika 6: Ekstrakti olupka mandarine (foto: Ferenčić, 2015) 
 
3.3.2 Vodno-parna destilacija 
 
Najpogostejši način, s pomočjo katerega se pridobiva eterično olje iz mandarininega 
olupka je hladno stiskanje. Takšno olje ima najbolj naraven vonj. Olje se lahko ekstrahira 
tudi s pomočjo vodno-parne destilacije. Ta je bila opravljena na Veleučilišču v Poreču 
(Mediteransko kmetijstvo, Veleučilište v Reki). 
 
Pred vodno-parno destilacijo smo ročno stiskali sveže olupke mandarine, da bi se vsebina 
iz žlez sprostila. Opravili smo štiri destilacije. Za vsako izmed njih smo uporabili 2,5 kg 
svežega olupka mandarine. Sveže olupljene olupke mandarine smo stiskali z ročno prešo 
ter jo hranili v rezervoarju za vodno-parno destilacijo. Spodnji del rezervoarja smo 
napolnili z vodo, na zgornjo rešetko pa postopno nalagali sveže stiskane olupke mandarine. 
S pomočjo gorilnika smo postopoma segreli vodo. Vodna para jemlje delčke eteričnega 
olja s seboj, prehaja čez cev, ki je hlajena z vodo, kjer prihaja do kondenzacije vode in 
eteričnih olj. Ti se zbirajo skupaj v posebno zbirno posodo. Glede na to, da eterično olje ni 
topno v vodi, se sloji med seboj ločujejo. Ko so se začele kondenzirati prve kapljice 
destilata smo ogenj zmanjšali ter tako kuhali še dve uri in pol. Eterična olja so v glavnem 
lažja od vode, ter se zaradi tega zbirajo na površini. Dokler se voda mešana z eteričnim 
oljem, to imenujemo hidrolat. 
 
Za ločitev eteričnega olja od vodne faze (hidrolata) smo uporabili florentinsko steklenico. 
Tu prihaja do ločevanja olja od hidrolata. Vsaka tekočina s pomočjo posebnih odvodnih 
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3.3.3 Analiza s pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) 
 
Analiza s pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti HPLC je bila opravljena na 
Katedri za sadjarstvo, vinogradništvo in vrtnarstvo, Biotehniške fakultete v Ljubljani. 
 
Kromatografija je proces, pri katerem se posamezne komponente vzorca med seboj ločijo 
na osnovi različnih fizikalno-kemijskih interakcij z mobilno in stacionarno fazo v koloni. 
Mobilna faza potuje skozi stacionarno fazo v določeni smeri in prenese komponente 
vzorca, ki ga injiciramo na kolono. Vzdolž kolone se komponente porazdelijo med 
stacionarno in mobilno fazo in se izločajo iz kolone. Do separacije pride zaradi razlik v 
konstantah posameznih komponent vzorca, ki so posledica različnih termodinamskih 
lastnosti topljencev. Topljenci, ki imajo večjo afiniteto do mobilne faze, hitreje iztopajo iz 
kolone. 
 
Posebni detektorji zaznajo snovi. Računalnik zapisuje signal analogno v obliki 
kromatografskega zapisa ter izračuna višine in površine posameznih vrhov kromatograma. 
Za kvantitativno merilo se upošteva višina vrha, iz katere preračunamo vsebnost snovi v 
vzorcu. 
 
Za analizo smo uporabili tekočinski kromatograf proizvajalca Thermo Scientific Dionex 
UltiMate 3000 (Thermo Scientific, San Jose, ZDA) z detektorjem s serijo diod (DAD) pri 
valovnih dolžinah 280 nm in 350 nm, glede na absorpcijski maksimum analiziranih snovi. 
Uporabili smo analitsko kolono Gemini C18 (150 x 4,6 mm 3 µm, Phoenomenex, 
Torrance, ZDA) pri temperaturi 25°C. Za ločitev posameznih fenolov v vzorcih smo 
uporabili dve mobilni fazi: bidistelirano vodo z dodatkom 0,1% mravljčne kisline (A) in 
0,1% mravljične kisline v acetonitrilu (B). Volumen iniciranega vzorca za analizo fenolnih 
snovi je bil 10 µl, s pretokom mobilne faze 0,6 ml/min. Postopek je bil povzet po postopku 
Slatnar in sod. (2015). 
 
3.3.4 Statistična analiza 
 
Pridobljene podatke smo najprej tabelarično uredili v programu Microsoft Office Excel 
2007, nato pa smo rezultate statistično obdelali v programu R 3.4.0. po metodi enosmerne 
analize variance (ANOVA). Za ugotavljanje razlik med obravnavanji smo uporabili 
HSDtest mnogoterih primerjav z upoštevanim 5 % tveganjem. Statistično značilne razlike 
med obravnavanji so označene z črkami. Tam, kje so črke enake pomeni, da med rezultati 
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4 REZULTATI 
4.1 PRISOTNOST POSAMEZNIH FENOLNIH SNOVI 
V destilatih narejenih iz suhega mandarininega olupka, smo analizirali štiri skupine 
fenolnih spojin: fenolne kisline, flavone, flavonole in flavanone. Fenolne snovi smo 
ekstrahirali s pomočjo različnih koncentracij etilnega alkohola (20 %, 40 %, 70 %, 90 % in 
96 %) in 100 % metanolu. V preglednici 2 so prikazane fenolne snovi, ki so bile najdene v 
ekstraktih olupka mandarine ob uporabi različnih topil. 
 
Preglednica 2: Prisotnost posameznih fenolnih spojin v etanolnih ekstraktih različnih koncentracij (20 %, 40 








































































Fenolne kisline         
kafeoil alderat 1 
kafeoil alderat 2 
feruloil alderat 1 
feruloil alderat 2 
feruloil alderat 3 
feruloil alderat 4 
feruloil alderat 5 
p-kumaroil alderat 1 














































































































Flavonoli         
kvercetin 3-O-rutinozid 

















Flavanoni         
naringenin 7-O-rutinozid 
hespiridin 7-rutinozid 
derivat izosakuratina 1 



















































VS – v sledovih; (+) - prisotni; (-) - niso prisotni 
 
Iz olupka mandarine je bilo ekstrahiranih devet fenolnih kislin. Najdeni so bili derivati 
kavne (kafeoil alderat 1 in 2), kumarne (p-kumaroil alderat 1 in 2) in ferulne (feruloil 
alderat 1, 2, 3, 4 in 5) kisline. Te kisline so tipične za mandarino ter spadajo med 
hidroksicimetne kisline. Hidroksicimetne kisline smo določili pri valovni dolžini 280 nm. 
Štirje flavoni, ki so bili ekstrahirani iz olupka mandarine, so luteolin 6,8-di-C-glukozid, 
18 
Jop N. Fenolne snovi v alkoholnih ekstraktih … olupka mandarine (Citrus reticulata Blanco). 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017  
 
apigenin 6,8-di-C-glukozid, krizoeriol6,8-di-C-glukozid in diosmin6,8-di-C-glukozid. 
Flavoni so bili ravno tako določeni pri valovni dolžini 280 nm. 
 
Flavonoli, ki so najdeni v olupku mandarine, so kvercetin 3-O-rutinozid in izoramnetin 
ramnozil-heksozid. V mandarininem olupku smo določili tudi šest flavanonov, in sicer 
naringenin 7-O-rutinozid, hespiridin 7-rutinozid, derivat izosakuratina 1, derivat 
izosakuratina 2, neohespenidin in derivat naringenina. Določeni so bili pri valovni dolžini 
350 nm. 
4.2 VSEBNOST FENOLNIH SNOVI 
V preglednici 3 so prikazani rezultati vsebnosti fenolnih kislin, flavonov, flavonolov in 
flavanonov, ekstrahiranih s različnimi koncentracijami etanola (20 %, 40 %, 70 %, 90 % in 
96 %) v µg/g suhe snovi (SS). 
 
Preglednica 3: Vsebnost fenolnih kislin (µg/g SS), flavonov (µg/g SS), flavonolov (µg/g SS) in flavanonov 
(µg/g SS) ekstrahiranih z različnimi koncentracijami etanola (20 %, 40 %, 70 %, 90 % in 96 %) iz olupka 
mandarine. Rezultati so podani kot povprečja s standardnimi napakami. Različne črke v stolpcih 
predstavljajo statistično značilne razlike (p≤0,05). 
 








20 % etanol 60,4 ± 0,7 b 732,5 ± 11,8 b 113,4 ± 2,1 c 7419,1 ± 75,0 e 
40 % etanol 117,7 ± 4,3 a 1678,1 ±131,6 a 340,4 ± 42,9 a 24094,4 ± 209,0 c 
70 % etanol 15,4 ± 0,9 c 243,6 ± 14,8 d 78,1 ± 4,4 d 27914,2± 47,0 b 
90 % etanol 16,0 ± 1,0 c 373,1 ± 22,9 c 178,4 ± 5,6 b 38476,8 ±1262,0 a 
96 % etanol 4,7 ± 0,3 d 81,3 ± 4,3 e 24,0 ± 1,4 e 8660,1±51,0 d 
 
Ugotovili smo, da se vsebnost fenolnih kislin, flavonov, flavonolov in flavanonov, 
ekstrahiranih z različnimi koncentracijami etanola, statistično razlikujejo po posameznih 
skupinah. Rezultati prikazujejo največjo vsebnostjo flavanonov, sledijo flavoni, flavonoli, 
ter fenolne kisline.Uspešnos tekstrakcije z različno koncentracijo etanola je odvisna od 
fenolne skupine. 
 
Fenolne kisline se najbolje ekstrahirajo s 40 % etanolom, sledi mu 20 % etanol, 70 % in 90 
% etanol. Najslabša ekstrakcija je bila pri fenolnih kislinah ekstrahiranih v 96 % etanolu. 
Rezultati fenolnih kislin prikazujejo statistično razliko med ekstrakti s 20 %, 40 % in 96 % 
etanolom, pri čemer med vsebnostjo fenolnih kislin ekstrahiranihs 70 % in 96 % etanolom 
ni statistične razlike. 
 
Flavoni se najbolj ekstrahirajo s 40 % etanolom, manj s 20 %, še manjše vsebnosti so bile 
določene pri ekstrakciji s 70 %, 90 % in 96 % etanolom. Rezultati prikazujejo, da pri 
flavonih obstaja statistično značilna razlika med vsemi obravnavanji. 
 
Vsebnost flavonolov je največja pri ekstrakciji s koncentracijo s 40 % etanolom, manjša s 
90 % etanolom, še manjša vsebnost paje bila izmerjena pri 20 %, 70 % in 96 % etanolu. Pri 
flavonolih obstaja statistično značilna razlika med vsemi obravnavanji. 
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Rezultati prikazujejo, da so flavanoni skupina fenolnih snovi, ki je najbolj zastopana v 
mandarininem olupku. Flavanoni se najbolje ekstrahirajo s 90 % etanolom, kar je drugače 
kot pri drugih fenolnih skupinah. Sledi ekstrakcija s 70 % in 40 % etanolom, medtem ko je 
najslabša ekstrakcija pri 20 % in 96 % etanolu. Rezultati kažejo, da pri flavanonih obstaja 
statistično pomembna razlika med obravnavanji. 
 
4.2.1 Vsebnost fenolnih kislin 
 
Ugotovili smo, da je ekstrakcija fenolnih kislin odvisna od koncentracije alkohola (slika 7, 
preglednica 3). Rezultati kažejo, da je najvišja vsebnost fenolnih kislin bila izmerjena pri 
ekstrakciji s 40 % etanolom (117,7 ± 4,3 µg/g SS), nekoliko manjša vsebnost je bila pri 
ekstrakciji s 20 % etanolom (60,4 ± 0,7 µg/g SS) in 100 % metanolom (61,3 ± 0,7 µg/g 
SS). Najmanjše vsebnosti so bile določene pri ekstrakciji s 90 % etanolom (16,0 ± 1,0 µg/g 
SS), 70 % etanolom (15,4 ± 0,9 µg/g SS) in 96 % etanolom (4,7 ± 0,3 µg/g SS). Fenolne 
kisline v eteričnem olju in hidrolatu so najdene le v sledovih. 
 
 
Slika 7: Povprečne vsebnosti fenolnih kislin (µg/g SS), ekstrahiranih z različnimi koncentracijami etanola in 
metanolom. 
 
4.2.2 Vsebnost flavonov 
 
Vsebnost flavonov se med različnimi koncentracijami etanola statistično razlikuje (slika 8, 
preglednica 3). V naši raziskavi je bila vsebnost flavonov največja pri ekstrakciji s 40 % 
etanolom (1678,1 ± 131,6 µg/g SS). Sledi ekstrakcija s metanolom (1424,2 ± 43,4 µg/g SS) 
in 20 % etanolom (732,5 ± 11,8 µg/g SS). Manjše vsebnosti smo določili pri ekstrakciji s 
90 % etanolom (373,1 ± 22,9 µg/g SS), 70 % etanolom (243,6 ± 14,8 µg/g SS) in 96 % 
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Slika 8: Povprečne vsebnosti flavonov (µg/g SS), ekstrahiranih z različnimi koncentracijami etanola in 
metanolom. 
 
4.2.3 Vsebnost flavonolov 
 
Vsebnost flavonolov v ekstraktih olupka mandarine se je med različnim ekstrakcijami s 
koncentracijami etanola statistično razlikovala (slika 9, preglednica 3). Največja vsebnost 
flavonolov je bila pri ekstrakciji s metanolom (1845,6 ± 44,0 µg/g SS). Manjše vsebnosti 
so bile določene pri ekstrakciji s 40 % etanolom (340,4 ± 42,9 µg/g SS). Najmanjše 
vsebnosti so bile izmerjene pri ekstrakciji s 90 % etanolom (178,4 ± 5,6 µg/g SS), 20 % 
etanolom (113,4 ± 2,1 µg/g SS), 70 % etanolom (78,1 ± 4,4 µg/g SS) in 96 % etanolom 
(24,0 ± 1,4µg/g SS). Flavonoli so v eteričnem olju in hidrolatu najdeni v sledovih. 
 
 
Slika 9: Povprečne vsebnosti flavonolov (µg/g SS), ekstrahiranih z različnimi koncentracijami etanola in 
metanolom. 
4.2.4 Vsebnost flavanonov 
 
Vsebnost flavanonov je odvisna tudi od koncentracije etanola s katerim smo ekstrahirali te 
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ekstraktu iz mandarininega olupka smo izmerili pri ekstrakciji s 90% etanolu (38476,8 ± 
1262,0 µg/g SS), kar se razlikuje od drugih fenolnih skupin. Sledijo ekstrakcije s 100 % 
metanolom (32443,4 ± 384,2 µg/g SS), 70 % etanolom (27914,2 ± 47,0 µg/g SS) in 40 % 
etanolom (24094,4 ± 209,0 µg/g SS). Najmanjše vsebnosti so bile izmerjene pri ekstrakciji 
s 96 % (8660,1 ± 51,0µg/g SS) in 20 % etanolom (74191 ± 75,0µg/g SS). V eteričnem olju 
so flavanoni najdeni v sledovih, v eteričnem olju pa jih ni zaznati. 
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Iz suhih mandarininih olupkov, ki so bili obrani v drugem tednuoktobra 2015, smo 
pripravili ekstrakte, v katerih smo analizirali fenolne kisline, flavone, flavonole in 
flavanone. Najdene fenolne kisline spadajo v skupino hidroksicimetnih kislin, to so 
derivati kavne, p-kumarne in ferulne kisline. Iz skupine flavonov so bili najdeni derivati 
luteolina, apigenina, krizoeriola in diosmina, iz skupine flavonolov derivati kvercetina in 
izoramnetina, iz skupine flavanonov pa derivati hespiridina, izosakuratina, neohespenidina 
in naringenina. Pokazalo se je, da so flavanoni najbolj zastopana skupina analiziranih 
fenolov. Med njimi po vsebnosti izstopajo derivati hesperidina in naringenina. Fenolne 
snovi smo iz olupka mandarine ekstrahirali s različnimi koncentracijami etanola (20 %, 40 
%, 70 %, 90 % in 96 %) ter 100 % metanolom. Naredili smo tudi eterično olje in hidrolat. 
Študija je bila izvedena leta 2016. 
5.1 FENOLNE KISLINE 
V naši raziskavi so bile najdeni alderati sledečih hidroksicimetnih kislin: ferulne, kavne in 
p-kumarne kisline. Predhodne raziskave so pokazale, da je večina fenolnih kislin v 
agrumih prikazana v vezanih oblikah (Peleg in sod., 1991; Gorinstein in sod., 2004; Ma in 
sod., 2008). 
 
Med fenolnimi kislinami so bili v naših vzorcih najbolj zastopani derivati p-kumarne 
kisline, sledili so derivati kavne kisline, najmanj je bilo derivatov ferulne kisline. Bocco in 
sod. (1998) so ugotovili, da je ferulna kislina glavna fenolna kislina roda Citrus. 
Zastopanost hidroksicimetnih kislin v agrumih se razlikuje po naslednjem vrstnem redu: 
ferulna kislina, sinapinska kislina, p-kumarna kislina, kavna kislina (Zhang in sod., 2013). 
Zhang in sod. (2013) so v olupku 14 divjih vrst Citrus reticulata ugotovili, da je pri vseh 
najbolj pogosta ferulna kislina. Vrstni red vsebnosti hidroksicimetnih kislin je bil različen, 
vendar je bila pri vseh najbolj zastopana ferulna kislina, sledile pa so p-kumarna, kavna ter 
sinapinska kislina. Ravno tako navajajo, da je vsebina teh fenolnih kislin večja od navedb v 
prejšnjih študijah. 
 
Ugotovili smo, da je ekstrakcija fenolnih kislin odvisna od koncentracije alkohola. Naša 
raziskava je pokazala, da je vsebnost fenolnih kislin največja pri ekstrakciji s 40 % 
etanolom (117,7 ± 4,3 µg/g SS). Manjša vsebnost je bila določena pri ekstrakciji s 100 % 
metanolom in 20 % etanolom. Najmanjše vrednosti so bile pri ekstrakciji s 96 % etanolom 
(4,7 ± 0,3 µg/g SS). V hidrolatu in eteričnem olju so fenolne kisline najdene le v sledovih. 
Hidroalkoholna zmes etanola in vode je verjetno najbolj ustrezna kombinacija topil za 
ekstrakcijo zaradi različnih polarnosti aktivnih snovi in sprejemljivosti tega  topila za 
človeško uporabo (Durling in sod., 2007). 
5.2 FLAVONI 
Kljub temu, da so flavoni in flavonoli najdeni v majhnih koncentracijah v delih citrusa, sta 
ti dve skupini dokazano močna antioksidanta (Benavente-Garcia in sod., 1997). Flavoni, ki 
so prisotni v ekstraktih se lahko razdelijo v dve skupini in sicer te, ki so topni skupaj z 
glikoliziranimi flavoni ter tisti, ki se pozneje raztopijo. Prvo skupino sestavljajo 
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glikolizirani flavoni (luteolin, apigenin in diosmin glukozidi), pri čemer druga sestoji iz 
polimetoksiliranih flavonov, ki so veliko manj polarni (Bocco in sod., 1998). 
 
V naši raziskavi so najdeni štirje derivati flavonov: luteolina, apigenina, krizoeriola in 
diosmina. Žal, pa v naši raziskavi niso bili najdeni polimetoksiflavoni, ki so karakteristični 
za rod Citrus, kar lahko pripišemo drugačni metodi ekstrakcije ter manjši polarnosti topil. 
Du in Chen (2010) sta v svoji raziskavi našla štiri polimetoksiflavone ekstrahirane iz 
suhega mandarininega olupka. Identificirani so bili isosinesetin, sinesetin, nobiletin in 
isoskutelarin. Ugotovila sta, da je mandarina izvrsten vir funkcionalnih metoksiflavonov, 
ki lahko pomagajo pri preprečevanju bolezni raka pri ženskah. 
 
Formiranje flavonov in flavonol glikozidov je odvisno od delovanja svetlobe, zato so 
najbolj koncentrirani v listih (Herrmenn, 1976). 
 
Vsebnost flavonov v destilatih mandarininega olupka se je med obravnavanji statistično 
razlikovala. Največja vsebnost flavonov je bila v ekstraktih s 40 % etanolom (1678,1 ± 
131,6 µg/g SS), najmanjša pa pri ekstrakciji s 96 % etanolom (81,3 ± 4,3µg/g SS). V 
hidrolatu in eteričnem olju flavonov nismo našli. 
5.3 FLAVONOLI 
Flavonoli so najbolj razširjena skupina flavonoidov, ki jo vsebujejo skorajda vse vrste 
sadja (Veberič, 2010). Najbolj pogosti flavonol v ljudski prehrani je kvercetin, ki je najden 
kot O-glikozid. Kvercetin je prisoten v rastlinah v različnih glikozidnih oblikah, kvercetin-
3-O-rutinozid ali rutin, pa je eden izmed najbolj razširjenih (Erlund, 2004). 
 
V naši raziskavi smo v ekstraktih mandarininega olupka iz skupine flavonolov analizirali 
derivate kvercetina in izoramnetina. Kvercetin je bil prisoten v večjih količinah kot 
izoramnetin. Ekstrakcija flavonolov je bila odvisna od koncentracije alkohola in se je med 
koncentracijami statistično razlikovala. Največja vsebnost flavonolov je bila pri ekstrakciji 
z metanolom (1845,6 ± 44,0 µg/g SS). Manjše vsebnosti so bile določene pri ekstrakciji s 
40 % etanolom (340,4 ± 42,9 µg/g SS), najmanjšapa pri ekstrakciji s 96 % etanolom (24,0 
± 1,4 µg/g SS). 
 
Količina flavonolov, ki se nahajajo v plodovih namenjenih za uživanje, se lahko razlikujejo 
zaradi sezonskih sprememb, različnih sort, uporabljene tehnologije pridelovanja, kot tudi 
shranjevanja in predelave, ki ravno tako vplivajo na njihovo raven (Veberič, 2010). 
5.4 FLAVANONI 
Flavanoni v agrumih so prisotni v glikozidni ali aglikonski obliki. Med aglikonskimi 
oblikami sta naringenin in hesperetin najbolj pomembna flavanona. Med glikozidnimi 
oblikami se delijo v dve skupini in sicer neohesperidozidi (naringin, neohesperidin in 
neoeriocitrin), ki imajo grenek okus ter rutinozidi (hesperidin, narirutin in didimin), ki so 
brez okusa (Tripoli in sod., 2007). 
 
24 
Jop N. Fenolne snovi v alkoholnih ekstraktih … olupka mandarine (Citrus reticulata Blanco). 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017  
 
V naši raziskavi so bili določeni derivati petih flavanonov: naringenina, hespiridina, 
izosakuratina, neohespenidina in naringenina. Vsebnost derivatov naringenina je bila glede 
na ostale največja. Cano in sod. (2008) so v raziskavi navedli, da je flavanonski glukozid, 
ki je identificiran v olupku pomaranče in mandarine hesperidin, njegova koncentracija pa 
je najvišja med določenimi flavanoni. Zhang in sod. (2013) so ugotovili, da sta naringenin 
in neohesperidin štirikrat bolj zastopana v mandarini vrste Citrus reticulata Blanco kot v 
drugih raziskanih vrstah divjih mandarin. 
 
Vsebnost flavanonov v ekstraktih izolupka mandarine se je statistično razlikovala med 
različnimi koncentracijami etanola. Največjo vsebnost flavanonov smo izmerili pri 
ekstrakciji s 90 % etanolom (38476,8 ± 1262,0µg/g SS), kar se razlikuje od drugih skupin 
flavonoidov. Nekaj manjša vsebnost je bila ugotovljena pri ekstrakciji s 100 % metanolom 
(32443,4 ± 384,2 µg/g SS), najmanjše pa z 20 % etanolom (7419,1 ± 75,0µg/g SS). 
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Namen raziskave je bil z zastavljenim poskusom ugotoviti, ali koncentracija alkohola 
uporabljenega za ekstrakcijo olupka mandarine vpliva na sestavo in količino ekstrahiranih 
fenolnih snovi. Analizo fenolnih snovi smo opravili s pomočjo HPLC analize. Olupek 
mandarinesmo ekstrahirali z različnimi koncentracijami etanola (20 %, 40 %, 70 %, 90 %, 
96 %) in metanolom (100 %). Hipotezo, da bodo različne koncentracije etanola 
uporabljenega za ekstrakcijo fenolnih snovi, vplivale na različno fenolno sestavo ter da, 
bodo vplivale na razlike v količini ekstrahiranih fenolnih snovi smo potrdili. Hipotezo, ki 
temelji na tem, da bo učinkovitost ekstrakcije fenolnih snovi iz posamezne skupine pri 
različnih koncentracijah etanola podobna zavrnemo. Hipotezo zavrnemo, ker so rezultati 
pokazali statistično značilne razlike med večino fenolnih snovi posameznih skupin. 
Različne koncentracije etanola različno vplivajo na ekstrakcijo fenolnih snovi iz 
posameznih skupin. 
 
V ekstraktih iz mandarininega olupkasmo analizirali derivate treh fenolnih kislin (kavne, 
ferulne in p-kumarne) ter tri skupine flavonoidov: flavone (derivate luteina, apigenina, 
krizoeriola in diosmina), flavonole (derivate kvercetina in izoramnetina) in flavanone 
(derivate naringenina, hespiridina, izosakuratina, neohespenidina in naringenina). 
 
Največjo vsebnost izmed fenolnih skupin smo izmerili pri skupini flavanonov ekstrahiranih 
s 90 % etanolom (38476,8 ± 1262,0 µg/g SS), najmanjša pa je bila vsebnost fenolnih kislin 
pri ekstrakciji s 40 % etanolom (117,7 ± 4,3 µg/g SS). 
 
Fenolne snovi iz olupka mandarine smo ekstrahirali z različnimi koncentracijami etanola 
(20 %, 40 %, 70 %, 90 %, 96 %)in 100 % metanolom. Pri ekstrakciji s 40 % etanolom so 
bile najviše vsebnosti fenolnih kislin in flavonov. Pri ekstrakciji s 90 % etanolom je bilo 
ekstrahiranih največ flavanonov, medtem ko se je s 100 % metanolom ekstrahiralo največ 
flavonolov. Metanol se je ravno tako izkazal kot drugo najboljše topilo pri vseh 
analiziranih skupinah. 
 
Profil in količina fenolnih snovi, ki so prisotne v rastlinah je odvisna od več različnih 
dejavnikov: sorte, rastne dobe, podnebja, zrelosti ploda, časa obiranja in shranjevanja. 
Možni razlogi za spremembo v količini fenolov je tudi proces sušenja oziroma temperatura 
ali čas trajanja sušenja, ki lahko uniči nekatere fenole. Poleg tega, pri postopku destilacije 
pride do višjih temperatur pri katerih nekatere fenolne snovi lahko že razpadejo. 
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7 POVZETEK 
Zreli plodovi mandarine so bili obrani drugi teden oktobra, leta 2015 na območju Hrvaške 
v mestu Opuzen. Iz nabranih mandarin smo na Veleučilišču v Poreču (Mediteransko 
kmetijstvo, Veleučilište v Reki) naredili ekstrakte iz olupka mandarine. Za ekstrakcijo 
fenolnih snovi smo uporabili različne koncentracije etanola (20 %, 40 %, 70 %, 90 %in 96 
%) in 100 % metanol, saj smo želeli proučiti vpliv koncentracije etanola in metanola na 
ekstrakcijo fenolnih snovi v ekstraktih olupka mandarine. 
 
S pomočjo HPLC analize smo določili fenolne snovi iz olupka mandarine, ki smo jih 
ekstrahirali z različnimi koncentracijami etanola (20 %, 40 %, 70 %, 90 % in 96 %) in 100 
% metanolom. Analizirali smo alderate treh fenolnih kislin (kavna, ferulna in p-kumarna) 
in derivate trehskupin flavonoidov: flavonov (lutein, apigenin, krizoeriol in diosmin), 
flavonolov (kvercetin in izoramnetin) in flavanonov (naringenin, hespiridin, izosakuratin, 
neohespenidin in naringenin). 
 
Med vsemi analiziranimi fenolnimi skupinami smo izmerili največ flavanonov pri 
ekstrakciji s 90 % etanolom, najmanjša pa je bila vsebnost fenolnih kislin pri ekstrakciji s 
40 % etanolom. Flavoni in flavonoli so bili prisotni v podobnih koncentracijah. 
 
Vpliv različne koncentracije etanola in metanola na ekstrakcijo fenolnih snovi izolupka 
mandarineje bil statistično značilen. Najboljša ekstrakcija fenolnih kislin in flavonov je 
bila pri koncentraciji s 40 % etanolom. Največ flavanonov se je ekstrahiralo s 90 % 
etanolom, medtem ko z metanolom ekstrahiramo največ flavonolov. 
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